KK-47膀胱癌移植ヌードマウスにおけるヘマトポルフィリン誘導体取り込みに関する研究 by 平田 昭夫
618 金沢大学十全医学会雑誌 第99巻 第
4 号 618－633く199tiう
KK－4 7膀胱癌移植ヌ ー ド マ ウ ス に お け る へ マ トポ ル フ ィ リ ン
誘 導 体 取 り 込 み に 関 す る 研究
金沢大学医学部泌尿器科学講座 は 任 こ 久住治男教掛
平 田 昭 夫
く平成 2年7月 5 日受付1
光感受性物質 ． へ マ ト ポ ル フ ィ リ ン 誘導体くhe m atopo rphyrin deriv ativ e， HpDlと
レ ー ザ ー 光照
射 に よ る 悪性腰痛の 光線力学的治療は HpD の 腫瘍親和性 に 基づ い て い る ． HpD は
be m atopo rphyrin
tHpl， hydr o xyethylvinylde ute r oporphyrinくHvd，，pr OtOpO rphy
rinくPp，お よ び ポ ル フ ィ リ ン 乏重体の 混
合物 で ある と言わ れ て い る 一 そ こ で 今回 HpD 中の どの ポ ル フ ィ リ ン 成分が Hp
D の 鵬 親和性 に 関与
して い る か を高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー くhighperfor m a n c eliquidchrom atogr aphy， H P L Clを用
い
て 検討し た ． ヒ ト移行上 皮癌由来培養細胞 K K
－47 をマ ウ ス くB A L Bノc， n uノn uJ 背部皮下 に 移植後 ，
HpD 2 5m glkg 投与 し ， 12
旬 96時間後の 腫瘍 ， 肝， 軌 乳 肺お よび 腫癌周囲筋肉組織 の ポ ル フ ィ リ ン
を酢酸 エ チ ル ． 塩酸等 の 溶媒 に よ り抽出し ， H P L C を用い て それ らの 分析お よ び 分離 を行
っ た ■ つ い で
H P L Cで 分離さ れ た ポル フ ィ リ ン の 蛍光励起お よ び発光 ス ペ ク ト ル の 測定 を行
っ た ． H P L Cに よ る 分
析に て HpD 中 に は 8 種類 の ポ ル フ ィ リ ン が認 め られ ， Hp， Hvd の 2
つ の 異性体 ， Pp の ほ か に も 4種
類の ポ ル フ ィ リ ン くF4， Fゎ F7， FJ が 分画さ れ た ■ 腫瘍親和性 の 比 較 に お
い て ， HpD 投与48時間後に は
Hp に 比較 し Hvd で1．22倍 ， F4 で2．92胤 F5で3．00倍 ， Pp で2．34胤
F7で4．15倍 ， F8で5－55倍 の 高
い 腫瘍親和性が認 め られ た ■ また HpD 投 与後 の 筋肉組織 に 対す る腫瘍組織内の各 ポ
ル フ ィ リ ン の 濃度
比 は経時的に ， Hp， Hvd， Pp は 1 へ 3倍 で あ る の に 対 し F4 と F5 は 4
旬 6倍 ， さ ら に F7と F8は 6 へ
11倍 と F句 F5， F7， F包 の 高 い 腫瘍親和性 ， お よ び ， 比 は ， 投与後時間と と も に 大き く
な る こ と よ り ， 舶
に 残 留す る傾向が認 め ら れ た ■ また二 HpD 投与後 に 腫瘍組織 よ り抽出 され た
Hp， Hvd， Pp の 蛍光発光
ス ペ ク トル は波長 630n m と 695n m に ピ ー ク を持 つ 二 峰性 で あ る の に 対 し ， Fゎ F5 F7，
F8 で は 二 つ の
ピ ー ク の 他に 650n m に も ピ ー ク が認 め らオ1 ， 三 峰性 を示 し ， こ の特徴的な ス
ペ ク ト ル よ り F有 Fぁ F7，
F8 は ポ ル フ ィ リ ン 乏量 体 と推察さ れ た ． HpD 中の ポ ル フ ィ リ ン で は ポ ル フ ィ リ
ン乏重体 の 膿瘍組織親
和性が高く ， 腫瘍 周囲組織 との 比 較 に よ る腫瘍集積性 に つ い て も ポ ル フ ィ リ ン乏 量 体が 重要
な役割 を果
た して い る と考え られ た ．
Key w ords he m atoporphyrin deriv ativ eくEpDl， highperfor m a n celiq
uid
chr o m atography， tu m Orlo c alizing HpD c o mpon ents， tiss u e
HpD uptake， HpD flu o res c e n c e spectru m
光感受 性物質の 一 つ で あ る へ マ ト ポル フ ィ リ ン誘 導
体 the m atopo rphyrin deriv ativ e， HpDl を 用 い た
レ ー ザ ー 光照射 に よ る癌の 局在診断 ， お よ び光力学的
治療くphotodyn amic ther ap y， P D Tl は膀胱癌 を は じ
め各種 ヒ ト悪 性腫瘍 に 応用 さ れ て い る
1I－ 31
一 日pD は
19 61年 Lips on ら
4I に よ り he m atopo rphyrin dihy－
dr o chloridetH D hl か ら合成さ れ て 以 来 ， そ の 内容成
分の 同定が な さ れ て き た ． HpD に は ポ ル フ ィ リ ン の
A b bre viati。n S こH D h， he m atopo rphyrin dihydr o chloride三 H D L， highde n sity lipopr ote
inニ
Hp， he m atoporphyrini HpD， he m atoporphyrin der
iv ativ e三 H P L C， highperfor m a n celiquid
chro m atogr aphy 三 Hvd， hydr o xyethyl
－ Vinyl．de uteropo rphyrin 三 L DL， lo w d
ensity
H P L Cに よ る HpD の 腫瘍親和性 の 検討
単量体で あ る he m atopo rphyrin くHpナ， hydr o xyeth－
yトvinyl
－de uter opo rphyrin くHvdナ， prOtOpO rphyrin
げか の 他 に ポル フ ィ リ ン の 二 量体 ， 乏 重体 ， お よ び ，
会合体が 含ま れ て い る と い わ れ ， HpD の 膿 瘍 親和性
およ び P D T殺細胞効果 が い ずれ の ポル フ ィ リ ン成 分
によ る もの か に つ い て 多くの 議論が な さ れ て い る5勅 ．
しか し
，
こ れ ま で HpD 中の 各ポ ル フ ィ リ ン の 分離 お
よび 同定 を明確 に 行 う 有効 な手段 が な か っ た が ， 最
近， 各ポ ル フ ィ リ ン の 分 離 に 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー くhighpe rfo r m a n c eliquid chro m atogr aphy，
日P L CIが 用い ら れ る よ う に な っ た ．
今回 著者 は H PL C を用 い て ， HpD の 構成成分の 同
定， 特に 腰瘍組織に 親和性 の高い 成分 の 同定 およ び 単
離を行な い ， その 成分の 蛍光分光学的特性 を明 らか に
した ． さ ら に ， こ の 腰 瘍親和性の 高 い ポ ル フ ィ リ ン の
腫瘍組織内 にお け る経時的動態 を検討 し
，
正 常組織 で
ある肝 ， 牌 ， 腎 ， 肺 ， お よ び腫瘍周囲の 筋肉組織 に お
ける ポ ル フ ィ リ ン 取 り込 み動態と 比 較検討 を行 っ た ．
材料 お よ び方法
工 ． 使用 薬剤
HpD くPhotofrin I， On c olog y Re s e a r ch a nd
Dev elopm entInc． ， N ． Y ． ， U ． S． A．J， Hp お よ び Pp
くSigm a Che mic al Co． ， St． Lo uis， U ． S． A ．ン， さ ら に
，
Hvdく浜理 薬品 ， 大阪1 を使用 し た ．
工工 ． 実験動物お よ び 移植腫瘍細胞 と その 実験方法
実験動物と し て は 生 後 6過齢 ， 雌 性 ヌ ー ド マ ウ ス
くB A L BIc， nuln uIを 使用 し ， 移植腫瘍細胞 は ， 当教室
で樹立 し た ヒ ト膀胱移行上皮癌由来培養株 E K－47 細
胞で ある ． 10％胎児牛血清を含む Ea m F 12培養溶液
中で 維持さ れ て い る が
， その 生細 胞 1x lO7 個ノ仇2ml
の 浮遊液 を作成 し マ ウ ス 背部皮下 に 接種 し た ． 約 2週
間後に 直径約 1c m に 発 育 し た腫 瘍 を切 除 し
，
3m m 角
T ablel． Ext ra c tion Method of Porphyrin s fro m Ti ssu e Sa mple s
l
一 触 se ct the tiss u eO
．
1 N O
．2 g in w eight
2． Ho m oge ni z ein O．15 Na c e tic a cicF
3
．
Ad d e thyla c et a t e ニ a c etic acid く3ニH
4． st or e at－ 18Oc for l hr
5－ Filt er thr o ugh a gIa s s川 t e r
6． Adda s at u r at ed s olutio n of sodiu m a c et a t e
7－ E xt ra c t the o rg a nic pha s e with l．5 N hydr o chJo rid e
8． A dju st t opH 3－3．5 wit h s odiu m a ce ta t e
91 Ex tr a ct the porph yri n sby et h er
lipoprotein三 P D T， photodyn a mic ther ap y 三
Chro m atogr aphy
619
に 細切 し新 た な ヌ ー ド マ ウ ス 背部 に 再移植 した ． 約 2
週間後指数関数的増殖 を 示 し
，
腫瘍直径 1c m 前後 の
も の を 一 群 5 匹 と して使用 し た ． HpD は 生理 的食塩
水．に 溶解 し 25m gノkg を マ ウ ス腹腔内に 投与 し ， 投与
後12， 24 ， 48， 72 お よ び96時間後 に マ ウス を屠 殺し ，
腫 瘍 ， 肝 J 軋 腎， 肺 お よび 腫瘍周囲筋肉組織 を摘出
し た ．
m
． 腫 瘍お よ び 各臓器よ り の ポ ル フ ィ リ ン 誘導体の
抽出
Ev e n s enらの 方法に 準 じて行 っ た12，． こ の 方法 は
，
表 1 に 記 した よ う に ， 各組織 よ り湿重量 200m g を切
離後 こ れ を細切 し， 0．15M の 酢酸 5ml を加 え てホ モ
ジネ ー ト した 一 これ に 酢酸 エ チル と酢酸く3 二 い の 混




Cに て 1時間静置 し た ． つ い
で ガ ラ ス フ ィ ル タ ー に て 濾過後 ， 飽和酢酸ナ トリ ウ ム
水溶液 25ml を加 え ， 有機層を分離 した ． こ の 有機層
に1．5 M の 塩酸 30ml を加 え擾拝 し ， 塩酸層を分 離除
去し た後 ， 無水酢酸 ナ ト リウ ム に よ り pH 3．0へ 3．5に
調整 し た ． そ して ， エ チ ル エ ー テ ル 10ml に て抽出 を
行い ， エ ー テ ル 層 を分離採取 した ． こ の エ ー テ ル を減
圧 除去後 ， 残留物 を H PL Cの 移動層 1ml に 溶解 し ，
HP L Cの 測定資料と し た ． サ ン プル は H P L C分 析の
直前 に0■45声 m の ミ リポ ア フ ィ ル タ ー で 濾過 を行 っ
た ．
IV． H P IJC の 測 定方法
HP L C は高速液体 ク ロ マ トグラ フ L C－5 A型 く島津
製作所
，
京 恥 ， カ ラ ム は Zorba x O D Sく4．6m rnX25
C ml muPo nt Co． ， W ilmingto n， Franceン を使用 し た ．
移動層は10％酢酸緩衝液と な るよ う に 調整し た50％テ
ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 水溶液を使用 し ， 0．7mllmin の 流速
で 実施 し た 一 検出 は 400n m 励起の ， 630n m の 蛍光強
度を分光蛍光光度計 P F－50 0型 く島津製作所 ， 京 軌 に
て
，
4 0 n m の 吸 光度を spe ctr ophoto m etrie dete ctor
S P D－2A く島津製作所 ， 京都J に て 測定 を行な っ た ． ど
ち らも H P L Cの 移動 層お よ び流速は同条件 で 行 な っ
た ． 標準 コ ン ト ロ ー ル と し て 10メ gノmlの HpD を毎回
10ノバ 流し て ピ ー ク の 保持時間を確認 し た ．
V ． H P L Cに よ 町分離 さ れ た ポ ル フ ィ リ ン の 蛍光
ス ペ ク ト ル
HpD 投与48時間後に 腫瘍 よ り抽出さ れ た ポ ル フ ィ
リ ン の H P L Cの ク ロ マ ト グ ラ ム の 各 ピ ー ク に 対応 す
る フ ラ ク シ ョ ン を分離し ． そ の 蛍光 ス ペ ク ト ル を 分光
蛍光光度計850型 旧 立製作所 ， 東京う に て測定 し た ．
Pp， pr OtOpOrPhyrin三 T L C， thin layer
620 平
成 績
工 ． HpD お よ び HpD 投与48時間後 に 腫瘍組織 よ
り抽出 し得 た ポル フ ィ リ ン の H P L C クロ マ ト
グ ラ ム
．
お よ び ク ロ マ トグ ラム 上 で の ポ ル フ ィ
リ ン の 面 積比
50％ テ トラ ヒ ド ロ フ ラ ン ー酢酸緩衝液 に 溶解 し た
HpD の H P L Cク ロ マ ト グ ラ ム は ， 蛍光強度 を測定す
る と ， 図 1 の実線 に 示 す ご と く で あ っ た ■ HpD 溶 液
をカ ラ ム に 注入 し て か ら保持時間く11 6分50秒J219 分
25秒 ， く319分45秒 ， 刷11分40秒 ， 拗13分5秒 ， 矧15分
52秒 ， 刑16分50秒 お よ び潮17分52秒 に そ れ ぞ れ ピ
ー ク
が 認 め られ た ． こ れ らの ピ ー ク を それ ぞ れ 図の よ う に
Fl， F2， F3， Fも F5， F6， F7 お よ び F8 とし た ■ ま た 吸 光
度測定で は図 2の ごと く で ， 蛍光強度測定の 場合と同
様の ピ ー クが 認 め られ た ． そ れ ぞ れ の 標準物質の 保持
時間 を比 較す る こ と に よ り ， Fl は Hp， F2 は 4
－hy－
dr o xyethyl－2－ Vinyl
－de ute r oporphyrin， F3 は 2
－hydr o－
xyethyl－4． vinyl．de uter opo rphyrin， F6は Pp と 同定 さ
れ た ． 図 1 の破線で 示 し た ク ロ マ ト グ ラ ム は ， HpD
を腫瘍移植 マ ウ ス に 投与48時間後 卜 腫瘍か ら 抽出 した
ポ ル フ ィ リ ン の E P L Cク ロ マ ト グ ラ ム の 1例 で ある 一
図 1 では ス ペ ク ト ル パ タ ー ン が 比 較 で き る よ う に






























示 した 抽出操作 に よ り HpD に 化学的変化が起こ るか
どう か の 検討 と し て ， 無処理 の 腰 痛お よ び各組織 を用
い
，
こ れ に HpD を添加 し同 じ抽出操作 を行 っ た が ，
図 1 の実線 で 示 し た ごと く ク ロ マ ト グ ラ ム 上 の 変化は
認め られ な か っ た ． こ の こ と よ り表 1 に お ける 抽出操
作で は HpD 中の ポ ル フ ィ リ ン は化学的変化 を受 けな
い も の と 考 え られ た ． ま た ， こ の 時の HpD の 回収率
は75句 80％で あ っ た ． 図 1 の実線と破線の 蛍光強度を
比 較す る と ， 破線 の 方が 高い ピ
ー ク と な る フ ラ ク シ ョ
ン は F屯 Fb F6 げpl， F7 そ し て F8 で ． こ れ ら フ ラ ク
シ ョ ン の 保持時間 は い ず れ も1 1分 以 上 の 成 分 で あっ
た ． そ れ ぞ れ の フ ラ ク シ ョ ン を面積比 で比較 して みる
と ， 表 2の ご とく で ある ． HpD の ク ロ マ ト グ ラ ム に
お い ての 全体 に 占め る面積比率は ， Hpく即 は約29％，
HvdくF2＋F3ナ は約33％ で あ っ た ． そ れ に 比較 し て ，
EpD 投与48時間後 に 移植腫瘍 に 取 り 込 ま れ た ポ ル
フ ィ リ ン で は Hp 岬．1 の 全体 に 占め る 面積 比率は約
1 6％ ， HvdくF2＋F31 は 約21％と 減少 して お り ， Hp，
Hvd 以外 の ポ ル フ ィ リ ン くF．， Fも Fむ F7， F81 の 腫瘍内
取 り込 みの 高 い こと が 示 唆さ れ た ．
口 ． HpD 投 与48時間後 に 腰痛組織 に 取 り 込 ま れた
ポル フ ィ リ ン の 相対的親和性 に つ い て
腫瘍組織内に お い て HpD 投与48時間後 に どの ポル
フ ィ リ ン が親 和性が高い か を H P L Cに て 検討 した ，
10 15 20
Rete ntio n tim e くminl
Fig． 1． H P L Cchrom atogr a m－ T he s olid lin e sho w sH P L Cchr o m atogr a m o
f
HpD dis soIv ed in tetr ahydr ofura n a c etate buffer， a nd the dotted lin ethat
of
po rphyrin s e xtr a cted fr o m the tu m or at 48 hr afte r HpD inje ction ． T he
ex citatio n a nd obse r v atio n w a v ele ngths w er e400a nd 630n m ， r eSpe Ctiv ely．
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H P L Cに よ る HpD の 腫瘍親和性の 検討
HpD 投与後 に Hp の 腫瘍内取 り込 み 比 を 1 と した と
きの ， 他の ポ ル フ ィ リ ン の 取り 込 み 比 を求 め た ． つ ま
り HpD の ク ロ マ t
l グラ ム よ り
，
n 番 目の フ ラ ク シ ョ
ンの ピ ー ク の 面積 くSl を S Fn， Hp の フ ラ ク シ ョ ン
ピ ー ク の 面積 を S Hp と し た ． 同様に して ． 腫 瘍組織
内か ら抽出した ポ ル フ ィ リ ン の ク ロ マ ト グ ラ ム よ り ，
n 番目の フ ラ ク シ ョ ン ピ ー ク の 面 積 を S Fn
，
， Hp の フ
ラク シ ョ ン ピ ー ク の 面積を S Hp
，
と し
， 図 3の 縦軸 に
相当す る値 ， 式 くくS FnソS HpりノくS FnJ
I
S Hplナを求め る
と， 図3の 棒グ ラ フ が得 ら れ ， Hp を基準と して ポ ル
フ ィ リ ン 類の 相対的親和性 を示 し てい る ． F2 と F3 は
Hvd の異性体で あ り ， ま た ピ ー ク が 重 な る た め 併 せ
て表示 し た ． F乙3くHvdI は1． 2 2， F． は2 ． 9 2， F5 は
3．02， F6げpI は1． 銅 ， F7 は3．94， F8は4．29 と な り，
Hp に 比 較 し F4 へ F8の 腫瘍組織 へ の 高い 親和性 が認 め
られ た ．
H ． 腫瘍組織 に よ る 取 り 込 み ポ ル フ ィ リ ン の 経時
的 ， 相対的濃度変化
HpD 投与後経時的 に得 ら れ た 腫瘍組織抽 出液 の
H P L C各 フ ラ ク シ ョ ン の 蛍光強度変化 を ， 個 々 の ピ ー
クの面積か ら求め た く表 31． 定量 化 を期す た め に ， 用
い られ た腫瘍組織 の単位湿重量く10．5gl 当た り の蛍光
強度で表わ した ． し か しな が ら ， 各々 の ポ ル フ ィ リ ン
の 蛍光発光能く量子収率1が異な る た め に
，
フ ラク シ ョ
ン間で の相対的蛍光強度比 は フ ラク シ ョ ン 間の 濃度比
に は必ずしも 一 致 し な い ． しか し個々 の フ ラ ク シ ョ ン
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の 綻 時的膿度変化を見る こ と は 可能 で ある ． 表 3 の ご
と く 腫瘍組織内 に 取 り 込 ま れ た 個々 の ポ ル フ ィ リ ン
は
， 投与24 へ 72時間 後に 最大濃度 を示 し た ． 残留性の
検討で は F6げpj が他 の フ ラ ク シ ョ ン に 比 較し 残留傾
向が大 で ， 投与96時間後に 投与48時間値 の 約90％の 濃
度 を 示 した ． そ れ に 比 較 し て 他 の フ ラ ク シ ョ ン で は
42％ へ 64％ で あ っ た ．
IV． 各臓器 に よ る取 り込 み ポ ル フ ィ リ ン の 経時的一
相対的 濃度変化
HpD 投与後の 肝 ， 脾 ． 腎
， 肺お よ び腰 瘍周囲筋肉組
織 に よ る 取 り 込 み ポ ル フ ィ リ ン の 経 時的 動態 を
H P L Cを用 い て求 めた ． す なわ ち 各組織の 単位湿重量
TabIe2 ． Ra tio of e a c h of th efra ctio n ar e as of Hp D a nd tu rn o r
e xt ra ctpo rphyrin s at48 hr afte rHp D int r aperjt o n e al
叫8 Ctio n
fr a cti o n tim e行両 nl HpD t u m o re x tr a c ts
Fl 出面 6．83

























O ．169 fl．04 引
0．110一札679I
O．159 fO． 981J
to t at l．000 1．0 00
FlfHpJ， F2佃 vdJ， F3 侶 vdI， F．． F5 ， FBtPpI． FT． FJ a r e
th e n a m e s of fr actio ns． N u rnbe rs i npa re nt h e sis
a rethe r elativ e v aJu e s t oFltHpL
Rete ntion tim e くminJ
Fig－2． H P L Cchr o m atogr a m of HpD in tetr ahydr ofura n a c etate buffe r．




gl あ た りの 取 り込 み ポ ル フ ィ リ ン の 蛍光強度 で お い て ， HpD 中の どの ポ ル フ ィ リ ン も 筋 肉組織よ り
検討 した ． 表 4 は肝 ， 表 5 は脾 ， 表 6 は腎 ． 表 7 は 腰瘍組織に 高い 濃度 が認 め ら れ た も の の ， 肝 お よ び脾
肺 ， お よ び表 8 は筋肉組織 に お け る値 で あ る ． 表 3の よ り は 低濃度で あ っ た ． 腎お よ び肺 と腫瘍組織と の比



























Fl 仙 pI F2，3tHvdl F4 F5 F6t
PpI F7 F8
Fig． 3． Uptake r atio s of F乙3くHvdl， F句 F5， F6くPpl， F7 a nd F8 pO rphy
rin sto Hp
c 。n C e ntr atio n in the tu m o r at 48 hr afte r HpD inje ctio n－ Ba r s r epr e se nt
sta nda rd e rr or ．
TabIe3． Tu m o rle v els of e a ch of the po rphyrin fr a ctio n s after HpD inje ctio n
hr． F，くHpI F2．3fHvdI F4 F5 F6CPpI F7 F8
1 2 20 ．2士2．3 22．4士3．5 17．3士2．4 6－5士1－4 12－6土4 －3 7 －3士1 ．1 10 －6
土2．2
24 20．8土2．4 24．3士4．8 17 ．3土1．5 7．7士1 ．5 18－5土2－4 13．8
士2．3 15．5士2－4
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FltHpI F2．3tHvdl F4 F5 F6くPpI
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e r or of five dete rmin atio ns．
H PL Cに よ る HpD の 腫 瘍親和性 の 検討
Table 5． Sple e nIev els of e a ch of the po rphyrin fr actions afte r HpD injectio n
hr． FICHpJ F2． 3山vdl F4 F5 F6fppI F， F8
12 1 03．2士14．5 1 04． 士17．0 37．4士6．4 2 6．3士3．4 77．4土 9 ．5 9．8土1．1 2 6．1士1 ．8
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Tab Je 6． K idn ey Je v eJs of ea ch of the po rphyrin fr a ctio n s after HpD inje ctio n
hr－ F．EHpJ F2， 3tHvdl F4 F5 F6fppj F， F8
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hr－ FltHpI F2
．
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Table8． Mu s cle le v efs of e a ch of t he po rphyrin fra ctio n s after HpD inje ctio n
hr． FlくHpI F2． HHvdI F4 F5 F6EppI F7 F8
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， 腎あ る い は 肺 に よ り高値 を 示 す も の と に 分 か れ
た ． 検討し た す べ て の 時間 に お い て どの ポ ル フ ィ リ ン
も他臓器 に 比 較 し ， よ り腫 瘍組織 に 多く 取り込 ま れ た
も の は認 め られ なか っ た ． つ ま り EpD 内に 含 ま れ る
ポ ル フ ィ リ ン に は特異的に 腫瘍親和性の 顕著 な も の は
認 め ら れ な か っ た ．
V
． 腫瘍組織 お よ び各級 器 に よ る 取 り込 み ポ ル フ ィ
リ ン の 相対的． 経時的 な親和性 に つ い て
図2 で は HpD 投与48時間後 ， 膿瘍内 に 取 り込 まれ



























た が ， さ らに 各臓掛 こ取 り込 ま れ た ポ ル フ ィ リ ン の 親
和性 を ， Hp の それ と 比較検討 した ． 図2 と同様 に
，
HpD の H P L Cの 結果 よ．り ， n 番目の フ ラク シ ョ ンの
ピ ー ク の 面積 を S Ftl， Hp の フ ラ ク シ ョ ン ピ ー ク の 面
積 を S Hp と した ． 同様 に して ， 各臓器 よ り の 抽出液
に つ い て も n 番目 の フ ラ ク シ ョ ン ピ ー ク の 面 積 を
S Fn
，




， 図 4 へ 図 9の 縦 軸 に 相当 す る 値 ， 式 くくS Fnソ
S HpりノくS FnlS Hpl ナを 求め た ． 図 4 はF乙3くHvdl， 図
5 は F4， 図 6 は F5 ， 図 7 はF6くPpl， 図 8 は F，， およ
－ － － 0 － － tu m O r
一 － 一 書 － － 1ive r
， － ． ム ー ー SPle e n
． －
－ A － － kidn ey
－ － 一 口 ー ． lu n9
－ － 一 月 － － m U S Cle
0 2 4 4 8 7 2 9 6
Tim e くhり
Fig．4． Uptake r atio s of Fち3くHvdl co mpa r ed to Hp in the v a rio u stis su es with
in c re a singinte r v als afte rHpD inje ctio n． Each point r epre s e nts m e a n士Sta ndard






















































－ － － 0 － － tu m O r
－ － 一 書 － － Iiv e r
－ － － ム ． － SPIe en
－ － － ■ － － kidn ey
－ － 一 口 ー ー Iu ng
－ － － 且 － － m u S Cle
0 24 4 8 7 2 9 6
Tim e くhrl
Fig．5． Uptake r atio s of F4 C O mpa r ed to Hp in the v a rio u stiss u e swith
in c r e a singinte r v als afte rHpD inje ctio n． Ea ch point r epre se nts m e an士Standa rd
err O r．
H P LC に よ る HpD の 腰 瘍親和性の 検討
び図9 は F8の 腫瘍組織 ， 各臓 器に お け る Hp に 比 して
の 相対的親和性の 緩時的推移 で ある ． 図 4 の Hvd に
つ い て は
，
腫瘍組織お よ び 各臓器 で Hp と 比 して 1 前
後で あ り ， ま た経時的変化 は少な く ， 腰瘍お よ び各臓
器で Hp と Hvd の 親和性に 差 が み られ な か っ た ． 図
5 に示 す ごと く腫瘍組織お よ び肝 で は Hp と F一 の 比
は2 句 3で あ る の に 対 し ， 牌 ， 腎， 肺 お よ び 筋肉組織
では こ の 比 が 1以下 で あ り ， Hp に 比較 し F4は腫 瘍組


























に 腫瘍組織 お よ び肝で F5の 覿和性が高い 結果で あ り ，
それ 以外 の 臓器 で は脾 で 投与12 お よ び24時間 に お い て
2 へ 3倍 の 高 い 親和性 が あ るも の の ， それ 以外 の 時間
お よ び他臓器 で は Hp よ り 親和性は認 め ら れ な か っ
た ． 図7 は Pp の Hp に 対 す る 親和 性 の比 を示 す ．
HpD 投与48時間後で Pp は Hp に 比 し腫瘍組織 お よ
び各臓器 で 約 2倍 の 高 い 親和性 を示 し， 時間と と も に
比 が 大 きく なる傾向が認 め られ た ． しか し腫 瘍組織お
よ び他臓器で は こ れ ら の 親和性 に 差は 認め られ なか っ
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－ － 一 中 一 － 1iv e r
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Tim e くhrJ
Fig■6． Uptake ratio s of F5 C O mpared to Hp in the v ariou s tis su es with
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Fig．7－ Uptake r atios of F6くPpJ c o mpa r ed to Hp in the v ario ustiss u e s with
inc re a singinter v als afte rHpD inje ctio n． Ea ch point repres e nts m e a n士 Sta nda rd
e rr O r．
626 平
た ． 図8 お よ び図 9で は腫瘍組織 に お い て Hp に 比 し
F7 は3 へ 4倍 ， F8 は 3 旬 6倍 親和性 が 高 い 結 果 で
あ っ た が ， 他臓器で は比 は 1 以 下で あ り経時的 に も 減
少す る傾向に あ り ， F7お よ び F8 は比 較的早く低下 す
る傾向が認 め られ た ．
VI． 腫瘍組織 お よ び 周囲砺 肉組織内取 り 込 み ポ ル
フ ィ リ ン類濃度の 経時的比較
HpD 投与後の 腫癌組織お よ び 筋肉組織 の 抽出液 を





















量当りの 蛍光強度 を用 い てポ ル フ ィ リ ン の 濃 度比 を算
定 した く図10ト 腫瘍組織 の 筋肉組織に 対す る 濃度比で
は Hp と Hマd は約 2 で あ り， 経 時的な 変化は認 めら
れ な か っ た ． そ れ に 対 し Pp に つ い て は12， 24， 48，
72お よ び96時間後 に お け る比 は それ ぞ れ1．34， 1．91，
2 ．1 6， 2 ．40お よ び2．64 と時 間と と も に 大 き く な り ，
Pp は筋 肉組織 に 比 較 し腫瘍組織に 残留す る 傾向が大
き い と 考 え られ た ． ま た F3 お よ び F4 で は 比が 4 へ
7 ， F5で は 3 へ 5 と筋肉組織 に 比 し腫 瘍組織 に 高洩度
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Fig． 8． Uptake r atio s of F7 C O mpared to Hp in the v a rio u s tiss u es with
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Fig．9． Uptake ratio s of F8 C O mpa r ed to Hp in the v a rio us tiss u e s with
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Fig．10． Co n c e ntr atio n ratio s of e ach of the fr a ctio n sin the tu m o r a sc o mpa red
to the m u s cle with incr e a slng inte rv als afte r HpD inje ctio n． Ea ch point
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Fig．11． T he flu o r es c e nc e spe ctr a of FltHpI， F乙3くHvdh nd F6tPpJin tetr ahydro，
fu r a na c etate buffe r s olutio n． く － ，1 FlくHpH 仁一－う， F乙3くHvdh く－－1， F6くPpL
T he e x citatio n a nd obse rv atio n wa v ele ngths w er e400a nd 630n m， r eSPeCtive－
1y．
628
に 認め られ たが ， 時間的推移に つ い ては比 が さ ら に 大
き く な る よ う な傾向は認め ら れ な か っ た ． ま た F7 お
よ び F8 で は比 が お の お の 7 旬 1 0， お よ び 5
へ 1 1と 大
き な値 で あり 筋肉組織 に 比較 し腫瘍組織親和性が高 い
と 考え られ た ．
W ． HpD 投 与 後 ． 腫瘍 組織 よ り抽出 し得 た ポ ル
フ ィ リ ン 類 の H P L Cに よ り分 離さ れ た 各 フ ラ
ク シ ョ ン の 螢光分 光学的特徴
HpD 投与48時間後の 腫瘍組織抽出液 の H P L Cに お
け る ポ ル フ ィ リ ン の 各 フ ラ ク シ ョ ン に つ き蛍光発光 ス
ペ ク ト ル を測定す る と ， 図1 1， 12に 示 す ご と く で あ
る ． 図11 はFtくHpl， F乙3くHvdl お よ び F6げplの 蛍光励
起 ス ペ ク ト ル と 蛍光発光 ス ペ ク トル で あ る ■ F2 と F3
は い ずれ も Hマd の 異性体 で あ る が ． 今 回 用 い た
H P L C で は分離不能 の た め F2と F3を混合し た ス ペ ク
ト ル で 示 した ． 励起ス ペ ク ト ル で は 3 つ の 分離さ れ た
成分 はい ず れ も 402n m に 励起極大 を 了 発光 ス ペ ク ト
ル で は 630n m と 695n m に 二 峰性の ピ ー ク が 認 め られ
た ． 図12 はこ れ ら Ep， Hvd お よ び Pp 以 外の フ ラク
シ ョ ン くF句 F執 F7， F81 の 蛍光 ス ペ ク トル で あ る ■ 励起
ス ペ ク ト ル は Hp， Hvd お よ びPp と同様 ， 402n m に
ピ ー ク が 認 め ら れ た ． 一 方 ， 発 光 ス ペ ク ト ル で は

































新た な ピ ー ク が 認め ら れ た ． そ の 蛍 光強度 は F4， 軋
F7お よ び F8の 順 に 増大 を示 し た ． こ の 65tね m に み ら
れ た ピ ー ク は H P L Cに より 分離 し て は じ め て ， ピ ー
ク と し て 新 し く検出す る こ と が で き た ．
考 察
HpD は1961年 Lips o nら
4，が 以 下 の よ う に して作成
し た も の で あ る ． す な わ ち最初 に H Dh を19こ 1の 氷
酢酸 ， 濃硫 酸混 合液 に 加 えた後 ， 3 ％酢酸 ナ ト リウム
水溶液で中和 し た ． そ こ で 生 じ た 沈殿物 を 分 離乾燥
し
，
水酸化ナ ト リ ウム 水溶液に 溶解 した後 ， 塩酸 を加
え溶液の pH を7．4に 調整 した も の で あ る ． H D h の ア
セ チ ル 化 に よ り ， he m atopo rphyrin a c etate の 他に ，
い く つ か の ポ ル フ ィ リ ン 化合物が生 じる ． そ れ に アル
カ リ処理 が 加 え られ ， 加水分解が生 じ るた め ， 種 々 の
ポ ル フ ィ リ ン が 形成 さ れ る こ と に な る ． そ の た め
HpD 中に は Hp， Hvd お よ び Pp の ほ か に 乏 量体およ
び会合体状態 の ポ ル フ ィ リ ン が含 まれ る こ と に な る ．
従来 HpD 中の ポ ル フ ィ リ ン の 分離 は 困難 であ っ た
が ， 最近 H P L Cあ る い は 薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー
くthinlayer chr o m atogr aphy， T L Cl を用 い て HpD 内
の ポ ル フ ィ リ ン の 同定お よ び そ の成分の体内の 経時的
変化 つ ま り体内動態が 明 らか に さ れ て き た ． そ の 結果
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Fig．12， T he flu o re sc e n c e spe ctr a of Fゎ F5 F7 a nd F8 in tetr ahydr ofu r a n a c etate
buffe r s olutio n． ト ー J， F．I トーーー1， F5ニ ト ー1， F，ニ ト ． －う， Fみ T he e x citatio n a nd
obse r v atio n w a v ele ngths w e r e400a nd 630n m， reSpe Ctiv ely ．
H P L Cに よる HpD の腫瘍親和性 の 検討 629
HpD が Hp， Hvd， Pp 等の 各種 ポ ル フ ィ リ ン の 混 合
物で ある こ と を Bon nettら
7， が H P L Cの 分析 に よ
り， Kes se1
81は T L Cの 分析に よ り明 ら か に し て い る ．
さら に M oa n ら
引 は HpD を H P L Cに よ り ， 0単量
体成分 ， e乏量 体成分 ， 砂会合体状態 で あ る 成分の 3
つ に分離 して い るが ， 会合体状態の ポ ル フ ィ リ ン に つ
い て ， 以下 の よう に 述 べ てい る ． 彼ら の H P LC の 移
動層である メ タ ノ ー ル 水溶液で は ， Hp， Hvd およ び
Pp は単量体状態 で あ り ， 会合体状態 と は な り に く い ，
しか し乏量体 は メ タ ノ ー ル 水溶液中で は会合体状態と
なりや す い た め ， 会合 体状態 の ポ ル フ ィ リ ン に つ い て
は， そ の構成分子形態 は乏量体 で な い か と推察 して い
る ． 一 般 に HpD は生 理的食塩中あ る い は各種溶液中
で は会合体状態と な り や す い 性質が ある1 耶． そ こ で 今
回 HpD 中の ポ ル フ ィ リ ン を で き る だ け 分離 す る た
め ， 著者は E P L Cの 移動層に テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 水
溶液を用 い た ． その 溶液中で は 生理 的食塩水 で み ら れ
る会合体状態 の ポル フ ィ リ ン は解離 し， 単量 体 あ る い
は乏量体 と い っ た 構成分子形態と な る 川 ． ま た 会合体
状態の ポ ル フ ィ リ ン の 蛍光発光能が低 い こ と よ り ， ポ
ル フ ィ リ ン の 分離， 測定 に蛍光 を利用 す る こ と は適当
で ない とい わ れ る ． そ の た め著者 は蛍光光度計 と は別
に， 吸光光度計を用 い て HPL C の測定 を行 っ た ． そ
の結果は図 2で 示 す よ う に 分離で き た ポ ル フ ィ リ ン の
ピ ー ク は図1 の 実線 の ク ロ マ ト グ ラ ム と 同 じ急峻 な
ピ ー クで あり ， 会合体状態の ポ ル フ ィ リ ン が 示 す幅広
なピ ー ク は認 め られ な か っ た ． こ れ ら の こ と よ り テ ト
ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 水溶液中 で は HpD は今 回検出さ れ た
ピ ー ク 以外 の ポ ル フ ィ リ ン は 含ま れ て お ら ず， 生理 的
食塩水ある い は メ タ ノ ー ル 水溶液中で 見 られ る会合体
状態の ポ ル フ ィ リ ン は 解離 し て い る も の と 推察 さ れ
た ．
HpD が各種 ポ ル フ ィ リ ン の 混合物で あ る こ と が 明
らかに され て 以 来 ， 選 択 的 に 腰 瘍内 に 取 り込 ま れ る
HpD 中の ポ ル フ ィ リ ン 類 の 検討が 行な わ れ て き た ．
Ev en sen ら
12，は Lewis 肺癌 を B 6 D 2マ ウ ス に 移植 し
た腫瘍 を用 い て検討 を行 っ て い る ． そ れ に よ る と
HpD を H PL Cに て Hp， Hvd およ び そ れ以 外の ポ ル
フィ リ ン に 分離 した 後 ，
3
王1 で ラ ベ ル し ， 経静脈的 に
移植腫瘍マ ウ ス に 投与 し腫瘍親和性 に つ い て 検討 を行
い
， 投与24時間後に お い て Hp お よ び Hvd の 腰瘍親
和性は低 い も の の
，
Hp， Hvd 以外の HpD 中の ポ ル
フィ リ ン 成分は
， 全体 と して HpD 自体 に 比 較 し 2倍
以上の 高い 腫瘍親和性 を認 め て い る ． ま た Do ugher－
ty ら 瑚 は HpD 静 注3 日後 の 患者の粘液肉腫 よ りポ ル
フィ リ ン を 抽出し H P L Cに よ り分析 を行 な っ て い る
が ． それ に よ る と EpD 中に は Hp およ び Hvd は そ
れ ぞれ20％お よ び30％含 まれ て い る の に 対 し ， 肉腰 内
に 集積 した ポ ル フ ィ リ ン 中 に は4 ．3％お よ び1 ．6％し か
含ま れ て い ず
，
Hp お よび Hvd の腫瘍親和性 は低 く ，
Hp お よ び nvd に 比 較 し て HpD 中の それ 以外 の ポ ル
フ ィ リ ン く疎水性 ポ ル フ ィ リ ン ， 著者の H PL C での 分
離で は F4 旬 F8に 相当す るIの 親和性の 高い こ と を述 べ
て い る ． Ev e n s e nあ る い は Do ughe rty ら の HpD 投
与後 の 移植腫瘍お よ び人 の 癌組織よ り の ポ ル フ ィ リ ン
抽 出お よ び その H P L Cに よ る検討で は
，
Hp お よ び
Hvd と そ れ 以 外の ポル フ ィ リ ン の 3 つ に 分離 し腫瘍
親和性 を検討 し て い る ． そ れ に 対 し ， 本 実験 で は
HpD を 8つ に 分類 し
，
それ ぞ れ の 腫 瘍組織親和性 の
比較 を行な っ た ． 腰瘍組織内の ポ ル フ ィ リ ン の成分比
が ， HpD に お け る成分比に 比較 し て ， どの よ う な 変
化 を示 す か を 明ら か に した ． す なわ ち ， H P L Cの 保持
時間が11分以 上 の フ ラク シ ョ ン く軋 Fち Pp， F7， Fd の
成分に 関し て み ると ， HpD に お け る成分比 と HpD 投
与48時間後の腫瘍内取り込 み ポ ル フ ィ リ ン 類の 成分比
を比較 す る と ， Hp の 約 2ノ ー 6倍も腫瘍組織内に 取 り
込 まれ て い る こ と に な り ， 高 い 親和性が認 めら れ た ．
と く に F7 に は4．15倍 ， F8 に は5．55倍の 高い 親和性 が
認 め られ た ．
HpD の腫瘍組織親和性に つ い て は ， HpD を腫瘍移
植 マ ウス に投与 し， 青色光 を照射 す る こ と に よ り ト 腫
瘍 に は ポ ル フ ィ リ ン 特有の赤色の 蛍光発光を認 める の
に 対 し ， 周囲正 常組織に は蛍光発光が認め ら れ な い こ
と か ら ， EpD は腫瘍に の み選択的 に 集積 す る と 唱 え
ら れ た隼 し か し Go m e rら14，は ， Elでコ HpD お よ び
仁3即 日pD を周い た マ ウ ス 移 植腫瘍 の 検討 か ら
RpD は投与24， 48， 72時間後 に お い て 腫瘍 に は 周 囲
筋肉組織よ り も 高濃度に 認め られ る も の の ， 肝 ， 牌 ，
腎よ り は低濃度で あ り ， HpD は全身投与後 ， 腫 瘍 に
適択的親和性 を有す る もの で は な い と述 べ て い る ． 著
者の 結果で も表 3 旬 表 8 で 示 す よ う に HpD 投与12，
24， 48， 72お よ び96時間後 の い ずれ の 時 間 に お い て
も ， HpD 中の い か な る ポル フ ィ リ ン 類 も腫 瘍組織 に
お い て最 も高濃度 と な る こ と は な く ， 全 身的 な ポ ル
フ ィ リ ン分 布の 観点 か ら は
，
腫瘍 に 特異的か つ 選択的
取り込 み を示 す ポ ル フ ィ リ ン は存在 しな い と 言え る ．
HpD 投与後の 体内分布 に は どの よ う な 因子 が 関与
す る か 明確に さ れ て い な い が ， 最近 それ ぞ れ の 組織の
低比 重リ ボ 蛋 白くlo w de n sitylipopr otein ， L D LJ レ セ
プタ ー の 関与が 重要な因子 と して 注目さ れ て い る ． 増
殖速度の 速 い 組織ほ ど細胞膜合成の た め コ レ ス テ ロ ー
ル を必要と して い る ． ま た そ の コ レ ス テ ロ ー ル はお も
630
に 血中の L D L を細胞内 に 取 り込 み 合成さ れ る こ と よ
り
，
腫瘍組織 に お い て は 網 内系組織 と同様 に 高 い
L D Lレ セ プ タ ー の 存 在が 報告 さ れ て い る151． ま た
Kessel
161 は HpD を Le wis 肺癌 を移植 し た マ ウ ス に 投
与 し ， 血襲中の い か な る 成分と結合 す る か を H P L C
を 用い た検討 か ら報告し て い る ． そ れ に よ る と HpD
中の ポ ル フ ィ リ ン は投与30分後 に は ， お も に 血祭中の
ア ル ブ ミ ン ， 高比 重 リ ボ 蛋白くbighden sity lipopro－
tein ， H D Llお よ び L D Lに 結合 す る ． その 中で ア ル ブ
ミ ン に結合す るも の は約20％ の ポ ル フ ィ リ ン で あ り ，
そ の 結 合 し た ポ ル フ ィ リ ン は 主 と し て Hp お よ び
Hvd で あ る ． それ に 対 し L D Lに 主 と し て疎水性 ポ ル
フ ィ リ ン 岬わ F5， F，， Fd が 結合 し ， 投与48時間後 に は
血祭中よ り ほ と ん ど消失す る の に 対 し， HD L に 結合
した ポ ル フ ィ リ ン く組成 の比率 は HpD 中の ポ ル フ ィ
リ ン 比率 に 類似I は投与48時間後 も血梁中よ り の 消 失
は少な い と報告 して い る ． こ の こ と よ り組織 に 主 と し
て取り 込 まれ る ポル フ ィ リ ン は L D Lに 結合 した 疎水
性 ポル フ ィ リ ン で は ない か と 推察 して い る ． また 投与
48時後の各組織内濃度は ， そ の 組織の L D Lの レ セ プ
タ ー の 数 と 比較的 に 相関 す る と 述 べ て い る ． ま た
Ba r el ら
1 71は Hp を H D Lある い は L D Lに 結合 させ
て か ら移植腫瘍マ ウ ス に 投与 し ， 24時間後の Bp の 組
織分布 を求め て い る が ， それ に よ る と腫瘍組織親和性
を示す もの は ， 主と し て L D Lに 結合 し た Hp で あ
る ． そ れ に 対 し ， 肝あ るもlは肺 に 比 較的に親和性 の高
い も の は H D Lに 結 合 し た Hp と 述 べ て い る ．
Ke ss el や Ba r el らの 結果 よ り 考え る と ， 腫瘍組織 に
取 り込 ま れ る HpD 中の ポ ル フ ィ リ ン 類 に つ い て は主
と して L D Lに 結合 した疎水性 ポル フ ィ リ ン で あ り ，
肝 な どの 網内系組織 に は H D Lお よ び L D L， ど ち らか
と 言う と H D Lに 結合 した ポ ル フ ィ リ ン が 取 り込 まれ
易く ， HpD 中の 各 ポ ル フ ィ リ ン 比 率 に 比 較的類似 し
て取 り込 まれ る の で は ない か と推察 され る ． 著者 の 結
果で も腫瘍組織 に取 り込 まれ る ポ ル フ ィ リ ン に つ い て
は図1 の よう に F鴫 F5， F7 お よ び F8の 疎 水性 ポ ル フ ィ
リ ン が比 較的多く取り込 まれ た結果 であ っ た ． ま た ，
図 4ノ ー 図9 の結果か ら腫瘍 に お い て は脾 ， 腎 ， 肺 あ る
い は筋肉組織 に 比 較 し ， F．， F5， F7 な ら び に F8 の Hp
に 対す る取 り込 み が 比 較的良好な こ と よ り ， HpD 投
与後の ポ ル フ ィ リ ン の 全身分布 に は L D Lが 大き な 役
割 を果た して い る の かも 知れ な い ．
HpD 中の ポ ル フ ィ リ ン 類で は ト 腫瘍組織 に 特異的
親和性 を示 す も の は な い と い う 結 果 を得 た が ， HpD
を用 い た癌 の 蛍光発光 に よ る局在診断お よ び P D T を
行な う 場合に 重要な こ と は ， 周 囲組織 に 比較 し腫瘍組
織 に 高濃度に ポ ル フ ィ リ ン が 集積 す る こ と であ る ． 図
10 で は腫瘍組．織の 周囲正常筋肉組織 に 対 して の 各ポル
フ ィ リ ン 濃度比 を投与後の時間と共に 示 した ． 腫瘍組
織に お い て は筋肉組織 に 比 し HpD 投与1 2時間後に
Bp は1．58倍 ． Bvd は1．72倍 ， Pp は1．34倍で あ っ た
の に 対 し ， F4 は6．4 0倍 ， F5 は4．68倍 ， F7 は7 ．1 1倍，
F8 は7．5 1倍 と HpD 投与後 の早 い 時間 に お い て Fも
Fゎ F，お よ び F8の 腰 瘍親和性 の 良好 な こ と が 示 さ れ
た ． ま た経時的に み て ， HpD 投与96時間 に お い て も
筋肉組織 に 比 し Fも F覇 F7お よ び F8の成分 の 高比 率が
維持 さ れ ， 腫瘍組織 に お い て は Fも F5， F，お よ び F8の
残留傾向の大き い こ と が 示 唆さ れ た ， HpD の 腫瘍組
織 へ の 取り 込 み が 大き い こ と に つ い て は ， 0先程述べ
た よ う に L D Lの 関与， 令腫 瘍内 マ ク ロ フ ァ ジ ー によ
る 疎水性ポ ル フ ィ リ ン の 選択的取 り込 み
12ユ等 の説の ほ
か にく卦腫瘍血管 の正 常血管と の 相異も挙げられ る ． 腫
瘍血管 に お い て は ， 正 常血管 に 比 較 し て血管透過性が
高 く ， 正 常血管 で は透過 し に くい 高分子 化合物が腫瘍
血管 で は血管外 へ 漏 出す る と い わ れ る ． ま た腫瘍組織
で は リ ン パ 系が 未発達 な た め ， 腰瘍組織 の 血 管外へ 漏
出し た 高分子 化合物 が長 く腫瘍組織内に 留 ま ると い わ
れ る 瑚 ． BpD は全身投与後に ， 血 中で は 先程述 べ たよ
う に ア ル ブ ミ ン ， H D L あるい は L D Lに 結合 し， 高分
子塊 の ポ ル フ ィ リ ン と な る他 に ， 担体 に 結合し ない 疎
水性 ポル フ ィ リ ン は ， 分子 間力で 結合 した 会合体状態
で循環す る と い わ れ てい る ． 会合体状態の ポル フ ィ リ
ン に つ い て は平均分子 量 は2 0，00 0 以 上 との 報告もあ
り
瑚
， 高分子塊 で あ る た め に 腫瘍組織 に 親和性が増し，
腫瘍組織内で の ， 残 留性 が 高 ま る 可能性 も 示 唆され
る ．
腫瘍組織 に 取 り込 ま れ た ポ ル フ ィ リ ン は ， 腫瘍細胞
内 へ 拡散ある い は ピ ノ サイ ト ー シ ス に よ り 取り込 まれ
る と 考 えら れ る が ， 培養細胞 で HpD 中の い か なる ポ
ル フ ィ リ ン に 礪和 性 が 認 め ら れ る か に つ い て は
M o a nら司 は ヒ ト 子 宮頚 部上 皮内癌由来培養細胞株
N H I K 3025 を 用い て
，
Do ughe rty ら
13，は マ ウ ス の 放
射線誘発繊維肉腫細胞株 を用 い て ， E P L Cに よ り検討
を行 な っ て い る ． それ ら に よ る と腫瘍細胞 に 親和性の
高 い ポ ル フ ィ リ ン成分 に つ い て は ， HpD 中の 疎水性
成分 で蛍光発光能 の 強 い 成分く著者 の H P L Cで の F右
Fら F7， FJ を挙げ て い る ． こ れ らの こ と よ り腫瘍組織
に は 周囲正常組織 に 比 較 し疎水性 ポ ル フ ィ リ ン が集積
しや す い が
，
腰瘍細胞内に は ， 腫瘍組織 に 集積 したポ
ル フ ィ リ ン の 中で も 疎水性ポ ル フ ィ リ ン が選択的に取
り 込 まれ る の で は な い か と 考 え られ る ． 疎水性 ポル
フ ィ リ ン くFも F5， F7， Fd の 蛍光ス ペ ク トル の特徴を検
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討す る目的で ， 腰癌 よ り抽出し た各 フ ラク シ ョ ン の 蛍
光励起 ス ペ ク トル お よ び蛍光発光 ス ペ ク トル の 測定 を
行な っ た が ， 図12の よ う に 650n m に 特徴的 ピ ー ク が
確認され た ． こ の 特徴的 な 3峰性の 蛍光発光 ピ ー ク を
もつ ポル フ ィ リ ン に つ い て は M iyo shiら
207
が 乏重体 の
ポル フ ィ リ ン と報告 し て お り ， F4， Fゎ F7お よ び F8 は
ポル フ ィ リ ン 乏羞体 と推察さ れ た ． ま た ， F4， Fゎ F7お
よ び F8 は Mo a n ら
51
，
お よ び Do ugherty ら13， の
H P L Cでの HpD の 分析と 比較 して も ポ ル フ ィ リ ン の
乏量体と考 え られ た ． HpD 中の ポ ル フ ィ リ ン の 分子




ポ ル フ ィ リ ン の 単量体 で あ る Hp は 630n m
およ び 695n m の 二 峰性の 特徴 を有す る こ と ， ， ま た会
合体状 態 の ポ ル フ ィ リ ン に つ い て は 630n m と
695n m の 二 峰性の 特徴の 他 に 675n m に シ ョ ル ダ ー ま
たは ピ ー ク が認 め ら れ る と報告 して い る ．
今回の 検討 よ り ， 日pD 中の ポル フ ィ リ ン で ， 腫 瘍
親和性の 良好な も の は 疎水性傾向 の 大 き い も の で あ
り， 血中で は各種担体 と結合 しや す い 性質あ る い は 巨
大な分子塊 を形成 しや す い ポ ル フ ィ リ ン で あ っ た こ と
を明らか に し た ． 現在腫瘍親和性を さ ら に 高め る目的
で ， 0高分子 ポ ル フ ィ リ ン を合成 し投与 す る 方法20， ，
砂HpD に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を結 合 し て投与 す
る方法， 砂HpD をリ ポ ソー ム に 包理 し て投与 す る 方
法等を考案 し検討中で あ り， あ る程度 の 腫瘍親和性向
上の 結果が得ら れ て い る ．
今後ポ ル フ ィ リ ン類 の 腰瘍親和性 の 特徴 を参考 に ，
腫瘍集横性 を高め る 方法あ る い は腰 瘍親和性の 高い ポ
ル フ ィ リ ン 化合物 の合成 が期待 され る ．
結 論
H P L Cを用 い て EpD 中に 含 まれ る ポ ル フ ィ リ ン の
分離およ び 同定 を行 な っ た ． ま た
，
ヒ ト膀胱癌由来培
養細胞 K K－47を背部皮下に 移植 し た ヌ ー ド マ ウ ス を
用 い て ， HpD 投与後 の 腫瘍 ， 肝， 脾 ， 腎 ， 肺 お よ び筋
肉組織 に お け る ポ ル フ ィ リ ン の 経 時 的取 り 込 み を
H P L Cを用 い て検討 し ， 以 下の 結 果を 得た ，
1 － H P L Cに よ る 分析 に よ り HpD 中 に は F．， F2，
F3， F4， Fゎ F鴎 F7お よ び F8に 分 離さ れ る 8種類 の ポ ル
フィ リ ンが 含ま れ て お り ， 標 準物質 と の 比 較 に よ り
Flは Hp， F2お よ び F3は Hvd の 異性軋 F6 は Pp と
同定さ れ た ．
2 ． HpD 投与48時間後で は ， 腫瘍組織内 に 取 り 込
まれた各 ポル フ ィ リ ン の 濃度 の 比 較よ り ， Hp に 比 し ，
Hvd は1． 22倍 ， F4 は2 ■92倍 ， F5 は3 ，00倍 ， Pp は
2，34倍 ， F7は4 ，15倍， お よ び F8は5．55倍の 腰 瘍親和性
が認め ら れ た ．
3 一 腫瘍組織内に お ける 各 ポル フ ィ リ ン の 残 留性 の
検討と して ， HpD 投与48時間後に 対す る 投与96時間
後の 比率で は Hp は64％， Hvd は42％， F4 は46％ ，
F5 は42％ ， Pp は90％， F7は54％， お よ び F8は45％ と
な り ， Pp が 最も 残留傾向が大で あ っ た ，
4 ． HpD 投 与後 の 腰 瘍， 肝 ， 牌 ， 腎 ， 肺 お よ び筋肉
組織中の 各ポ ル フ ィ リ ン の 濃度の 比 較で は ， 投与12，
24
，
48， 72 およ び96時間の い ずれ の 時間に おい て ， 腫
瘍組織 に お い て最も 高洩度と なる も の は認 めら れ ず ，
選択的腫瘍親和性 を示 す ポ ル フ ィ リ ン は存在し な か っ
た ．
5 ． HpD 投与後の腫瘍 お よ び各臓器 で の Hp に 対
す る各 ポ ル フ ィ リ ン の 経 時的取 り込 み の 比較 で は ，
Hp と Hvd の 間に は差が 認め られ なか っ た ． Pp に つ
い ては ． 腫瘍 お よ び各臓器で Hp に比較 し約 2倍 の 親
和性が認 めら れ ， 時間と と も に Hp に 比 較し残留 す る
傾向も認 め ら れ た が ト 腫 瘍 と 各臓器間で は Hp と
Pp の 取り 込 み 比に は差が 認め ら れ なか っ た ． 脾． 腎．
肺 ， お よ び筋肉組織 に お い て は ， F4と F5の 取 り込 み は
い ずれ も Hp に 比 し差が 認め ら れ ない も の の ， 腫瘍と
肝で は Hp よ り 2 ノ ー 3倍親和性が高く ， 綻時的親和性
も大 で あっ た ， F7お よ び F8 では腫瘍 の み が Hp に 比
し3 へ 6倍高 い 親和性 を示 し ， 経時的に も高 い 親和性
が認 め ら れ た ． 一 方 ， 他臓 器で ほ Hp と F7 お よ び
FBの 間に は差が 認め られ ず ， 経 時的に Hp よ り す み や
か に 低下 す る傾向に あっ た ．
6 ． HpD 投与後， 筋肉組織 に対 し腫 瘍組織 に 含有
され る 各 ポル フ ィ リ ン濃度の 経時的比較 で は ， Hp お
よ び Hvd はい ず れ も約 2倍腫瘍組織 に 高濃度 で 経時
的変化 は筋肉組織と比 較 して 少な か っ た ． 一 方 Pp も
約 2倍腫瘍組織 に 高濃度で あ る も の の ， 時間と と も に
筋肉組織に 比 較 し腫瘍組織の 濃度 は高く持続す る傾向
が認め ら れ た ． ま た F4お よ び F5は腫瘍組織で 4 へ 6
倍と 高濃度で ， か つ 経時的に 変化 が少 なか っ た ． 一 方
F7お よ び F8 で は 6 へ 1 1倍腫瘍組織に 高濃度 で ， か つ
時間と と も に 値 が 大 き く な り ， 腫瘍組織 に 対し て 高 い
親和性 を有す る成分 と考 えら れ た ．
7 － HpD 投与後腫瘍組織よ り抽出お よ び 分 離 し 得
た 各ポ ル フ ィ リ ン の 蛍光励起 ス ペ ク ト ル
，
お よ び 蛍光
発 光 ス ペ ク ト ル の 測定で は ， 蛍光励起 ス ペ ク ト ル に 特
徴的 な遠 い は み られ ない も の の ， 蛍光発光ス ペ ク ト ル
で は Hp， Hvd お よ び Pp は 630n m と 695n m に ピ ー
ク を持 つ 二 峰性 で ある の に 対 し ， F心 F舅 F7 お よ び F8
は 630n m と 695n m の 他 に 650n rn に 新し い ピ ー クが
認 め られ た ．
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鼠ey w o rd8 he m atop rphyrin derivativ eくHpDl， high perform anc eliquid chr om a togra－
phy， tu m Or localizing HpD c ompone n ts， tiss ue HpD uptake， HpD
flu oresce n ce spe ctru m
A bstr a ct
Photodyn a mic therap y， n OW undergoing clinic al trials for the treat me nt of hu m a
ne oplasms， is based on the cellularbinding and re tentio n of photosensitizing c o mpou nds．
The photose nsitiz er hem at opo rphyrin deriva tive くHpDl hasbe e nsaidto be a mixtu r e of
he m atop rphyrin くHpI， hydro xyethylvinyldeuterop rphyrin くHvdl， prOtOpO rphyrin くPpI and
porphyrin oligo m ersin physiologic salin e． In the pr ese nt study， the tu mor and orga
く1ive r， Spleen， kidney， 1u ng and m usclel afLinities of the porphyrins contain ed in HpD
investigated， u Sing n ude mice bearing the K K－4 7bladder tum o r， With high perform anc e
liquidchro m atographyくH PLCl． Tiss ue sa mples w ere obtain ed atvariousinte r v als ranging
fro m 12to96 hr after a single i． p． injectio n of 2 5 mgJ
l
kg b． w ． HpD t o study the
Pha r ma c okin etics■ Extr a ction of the porphyrin sfr om the tissues w a spe rfo rm ed with ethyl
acetate a nd hydr ochlo ric acid， a ndthe extracts w erefractio n ated by m e ans of HPLC． The
a m o u nt of e a ch of the fr a ctio n ated po rphyrin s w a s e stim ated usl ng a flu o r es c e n c e
SpeCtr Opho to m eter － H P LC study de m o nstrated th presenc e of Hp， t W Ois o m ers of Hvd，
Pp ， F．， F，， F，， and F8 pO rPhyrins in HpD． Spec tr oscopic study of the frac tio na ted
PO rPhyrins dem on str ated m arked tu m o raffin ty a nd r ete ntion of hydr ophobic po rphyrins
S u Ch asF一， F5， Pp， F7 a nd F8 a S C Om pared to Hp o ver a ni creaslng paSS age Of tirne．
A lthough the c on c e ntr ations of Hp， Hvd and Pp in the tu m o r e xtra c tsw er e l to 3 qfold
higher tha n tho sein the muscle extr acts， thoseof F． and F， in the tu m o re xtracts wer e
pe rsiste ntly 4 to 6
－foldhighe r tha n tho s ein the mu s cle e xtr acts du ring the odserv atio n
period． Partic ularly， in the case of F， a nd F，， they w ere6 to l トfold higher． The
flu ore s c ence spe ctral patterns of Hp， H vd a nd Pp sho w ed tw o emis sion peaks at
Wa V elengths of 630 a nd 69 5n m， While those of F． ， F5， F，， and F8， Show ed a ne w e mission
pe ak at a w a v el ngth of 6 5 0n m in ad dit on to the tw o peaks． T he ap pe a r a n c e of the n e w
e missio npe ak w aspres u m ed tobe due to the prese nce oE the porphyrin oligo m ers． T hese
re s ults sug ge sted that the pr efe r e ntial r ete ntio n of HpD in the tu m o r m ay be du e to
hydrophobic porphyrins， partic ularly porphyrin oligo m ers．
